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表１　３种不同地区枸杞中甜菜碱含量比较

枸杞种类 重复
质量

（ｇ）
体积

（ｍＬ）
质量比

（ｍｇ／ｍＬ）
含量

（％）
ＲＳＤ
（％）

宁夏中宁枸杞 Ⅰ １．０１５０ １００ ０．５３５ ８．７８
Ⅱ １．０１３６ １００ ０．５２２ ８．５８
Ⅲ １．０１６３ １００ ０．５３５ ８．７７
平均 ８．７１ １．２９

青海枸杞 Ⅰ １．００５２ １００ ０．５３０ ８．７９
Ⅱ １．０１４１ １００ ０．５２４ ８．６１
Ⅲ １．００８９ １００ ０．５３３ ８．８０
平均 ８．７３ １．２２

甘肃枸杞 Ⅰ １．０１３４ １００ ０．５６０ ９．２１
Ⅱ １．０１３７ １００ ０．５６９ ９．３６
Ⅲ １．０１２４ １００ ０．５５９ ９．２０
平均 ９．２６ ０．９７

３　结论

提取甜菜碱时采用《农业行业标准》中的《蒸馏水冷浸

法》和《中华人民共和国药典》中的《８０％乙醇热回流法》这２
种方法作为提取甜菜碱的方法，比较这２种方法的甜菜碱得率

发现，采用《农业行业标准》的方法，甜菜碱得率为３．３５％，而
采用《中华人民共和国药典》的方法，甜菜碱得率３．１３％，且蒸
馏水冷浸法比８０％乙醇热回流法提取方法安全、简单易操作，
成本低，因此选用《农业行业标准》作为提取甜菜碱的方法。

不同地区枸杞中的甜菜碱含量不同，可能与枸杞生长地

域、环境、湿度、日照等生态环境因素有关，如枸杞作为中成药

配伍使用时，应严格控制及规范枸杞产地、采摘期等，使中成

药中枸杞的甜菜碱和多糖等指标符合药典规定。
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　　摘要：采用索氏提取法、乙醇浸提法、超声波－乙醇法提取藤茶中二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＭＹ），ＲＰ－ＨＰＬＣ
法测定其含量。结果表明，超声波－乙醇法提取率最高，采用ＳｉｎｏｃｈｒｏｍｅＣ１８柱，以甲醇－０．１％磷酸（体积比２７∶７３）

为流动相，检测波长为２９４ｎｍ时，线性关系良好（ｒ＝０．９９９２），平均加样回收率为９７．８％，ＲＳＤ＝０．６９％；重现性试验
ＲＳＤ为０．３３％，说明该方法准确、可信度高。湘西藤茶ＤＭＹ含量在５月底达到最高，叶中约２５．４３％，茎中约６．２２％，
因此其最佳采摘时期为５月底。
　　关键词：藤茶；最佳采摘期；超声波－乙醇法；二氢杨梅素（ＤＭＹ）；ＲＰ－ＨＰＬＣ
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作者简介：付　明（１９６６—），女，湖北荆门人，副教授，主要从事植物
生物化学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｍ６９８８＠１６３．ｃｏｍ。

　　藤茶别称显齿蛇葡萄（Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｔａ），属葡萄
科蛇葡萄属。湘西少数民族将其制成保健茶，长年饮用可强

身健体，还可治疗感冒、咽喉肿痛、黄疸型肝炎等症［１］。藤茶

有抗氧化作用［２－３］，含有大量黄酮类物质，其中主要是二氢杨

梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＭＹ）。有研究表明，藤茶叶中总黄酮
含量达４５％［４－５］，ＤＭＹ含量达１６．３２％ ～３３．０３％［６］，这是非

常罕见的，吸引了许多学者开展相关研究。黄酮物质可抑制

脂质过氧化［７］、抑菌［８］、降血压、降血糖［９－１０］、减轻肝细胞变

性和肿胀［１１］、增强单核巨噬细胞吞噬功能和溶血功能、抗肿

瘤、祛痰止咳等。随着研究的深入，ＤＭＹ降血糖、抗氧化、抑
菌、抗肿瘤等活性成为研究热点。本研究以湘西藤茶为原料，

从索氏提取法、乙醇浸提法、超声波 －乙醇法中选择 ＤＭＹ提
取率最高的方法提取样品 ＤＭＹ，再用反相高效液相色谱
（ＲＰ－ＨＰＬＣ）法对不同时期、不同部位 ＤＭＹ含量进行测定，
确定湘西藤茶的最佳采摘时期，为其合理开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
藤茶采自湖南省怀化市。ＤＭＹ对照品（纯度９９％，湖南

省张家界至诚生物有限公司）；甲醇、磷酸（天津市科密欧化

学试剂有限公司），均为色谱纯。
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Ｗａｔｅｒｓ１５２５高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；
ＪＹ９８－ＩＩＤＮ智能型超声波细胞粉碎机（浙江省宁波新芝生物
科技股份有限公司）；ＦＷ１７７型中草药粉碎机（天津市泰斯特
仪器有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　样品溶液的制备　将材料洗净、切段、干燥后粉碎并
过６０目筛，密封保存。

索氏提取法：取样品２．０ｇ置于索氏提取器中，回流提取
８ｈ，收集滤液，旋转蒸发浓缩后用６５％乙醇定容至１００ｍＬ。
取１５０μＬ稀释后用 ０．４５μｍ滤膜过滤制成相当于原料
０．３ｍｇ／ｍＬ的样品液１。

乙醇浸提法：取样品２．０ｇ置于三角瓶中，加入 ６５％乙
醇，６５℃下振荡提取 ２４ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心，收集滤液，用
６５％乙醇定容至１００ｍＬ。同上处理得样品液２。

超声波－乙醇提取法：取样品２．０ｇ加入４０ｍＬ６５％乙
醇，于６５℃温水中浸提２ｈ；用超声波处理２０ｍｉｎ，离心；滤渣
再用４０ｍＬ６５％乙醇超声２５ｍｉｎ，离心；合并滤液，用６５％乙
醇定容至１００ｍＬ。同上处理得样品液３。
１．２．２　色谱条件的选择　选择色谱柱系 ＳｉｎｏｃｈｒｏｍＣ１８柱
（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积
２０μＬ；柱温３１℃；流动相为甲醇－水，分别用磷酸、磷酸二氢
钠调节 ｐＨ值，以不同的比例分别在２９４、３１０ｎｍ波长处进
样，根据峰形确定最佳的色谱条件。

１．２．３　标准曲线及线性关系考察　取干燥后的 ＤＭＹ粉末
０．０１０６ｇ，用甲醇溶解、定容至１０ｍＬ，配成１．０６ｍｇ／ｍＬ的
ＤＭＹ对照品液。分别取ＤＭＹ对照品溶液０．１、０．４、０．７、１．０、
１．３、１．６、１．９ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容，配制成不
同浓度的对照品溶液。吸取各浓度对照品溶液２０μＬ，注入
色谱仪，按确定的色谱条件测峰面积，以峰面积对 ＤＭＹ浓度
绘制标准曲线。

１．２．４　二氢杨梅素含量的测定　将样品液１、样品液２、样品
液３分别进样，测定峰面积。选择峰面积最大的提取方法分
别制备不同时期采摘的藤茶茎提取液、叶提取液，在确定的色

谱条件下进样，测定ＤＭＹ含量。

ＤＭＹ含量＝ｘ×１００×１０１５０×ｍ ×１００％。

式中：ｘ为由标准曲线计算的样品中的 ＤＭＹ浓度（μｇ／ｍＬ）；
ｍ为样品质量（ｍｇ）。

２　结果与分析

２．１　色谱条件的确定
当采用甲醇－水为流动相时，出现拖尾；加入磷酸二氢钠

时，拖尾现象稍有改善但分离效果不太好；加入磷酸时，消除

了拖尾现象，峰形对称，分离效果好。将甲醇 －０．１％磷酸按
（２０～８０）∶（２０～８０）进样，当甲醇、０．１％磷酸体积比２７∶７３
时，对照品和样品的各组分达到了良好的分离，且保留时间适

中。当检测波长为２９４ｎｍ时，ＤＭＹ的峰无杂质干扰。因此，
确定最佳色谱条件为 ＳｉｎｏｃｈｒｏｍＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×
１５０ｍｍ，５μｍ），柱温３１℃，检测波长２９４ｎｍ；流动相为甲
醇－０．１％磷酸（２７∶７３），流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积
２０μＬ。按照该色谱条件将对照品和样品液分别进样，

ＲＰ－ＨＰＬＣ图谱分别见图１、图２，ＤＭＹ保留时间约为７．５ｍｉｎ。

２．２　标准曲线及回归方程的建立
以峰面积对对照品浓度绘制标准曲线，得回归方程 ｙ＝

６００５５．８４８５ｘ－７３６４１．９７４２，ｒ＝０．９９９２，说明在 ４．２４～
８０５６ｇ／ｍＬ范围内峰面积与浓度呈良好的线性关系。
２．３　二氢杨梅素提取方法的确定

将样品液１、样品液２、样品液３分别在确定的色谱条件下进
样，平均峰面积分别为２６３１６６４、２９７５２６５、３０８７３８８μＶ·ｓ，样
品液３的峰面积最大，说明超声波－乙醇法的提取效率最高，
故采用超声波－乙醇法提取藤茶ＤＭＹ。
２．４　精密度和稳定性试验

取同一份对照品溶液重复进样５次，记录ＤＭＹ的峰面积
（表１），计算ＲＳＤ为１．６％。

表１　精密度试验结果

序号
峰面积

（μＶ·ｓ）
ＲＳＤ
（％）

１ ４１２２４１１
２ ３９９９５１８
３ ４０５２３１６
４ ４０８５６９０
５ ４１７０４６０
平均 ４０８６０７９ １．６

　　将同一份样品提取液每隔２ｈ进样１次，记录ＤＭＹ的峰
面积（表２），计算ＲＳＤ为０．８２％。结果表明，样品在８ｈ内稳
定性良好。

２．５　重现性和回收率试验
　　取同一批次样品６份，按照相同的方法提取 ＤＭＹ，并测
定其含量，结果 ＲＳＤ为 ０．３３％（表 ３），说明该方法的重现
性好。
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表２　稳定性试验结果

时间

（ｈ）
峰面积

（μＶ·ｓ）
ＲＳＤ
（％）

０ ３１１３９９２
２ ３０６２１１６
４ ３０８６１２７
６ ３１２７４５１
８ ３１０４５９９
平均 ３０９８８４３ ０．８２

表３　重现性试验结果

序号
样品质量

（ｇ）
二氢杨梅素含量

（ｍｇ）
ＲＳＤ
（％）

１ １．９８ ３４９．５６
２ ２．０２ ３５２．１８
３ ２．００ ３５０．０８
４ ２．０１ ３５２．３４
５ １．９８ ３５０．２６
６ ２．００ ３５０．９１
平均 ３５０．８９ ０．３３

　　向同一份样品提取液中分别加入不同含量的对照品后测
定峰面积，计算平均回收率为９７．８％，ＲＳＤ为０．６９％（表４）。

表４　回收率试验结果

样品ＤＭＹ含量
（ｍｇ）

加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

０．１０５ ０．０２５ ０．１２９５ ９８．２
０．１０５ ０．０５０ ０．１５３４ ９６．８
０．１０５ ０．０７５ ０．１７８０ ９７．３
０．１０５ ０．１００ ０．２０３２ ９８．２
０．１０５ ０．１５０ ０．２５２５ ９８．３
平均 ９７．８ ０．６９

２．６　样品中二氢杨梅素含量的测定
藤茶茎、叶中ＤＭＹ含量在５月底达到最高，叶中含量约

２５．４３％，茎中约６．２２％，之后 ＤＭＹ含量逐渐降低。４—９月
的藤茶茎、叶的ＤＭＹ含量如图３所示。

　　测定ＤＭＹ含量的方法有分光光度法、比值 －导数荧光
法、ＨＰＬＣ法等。何桂霞等用乙醇回流法提取显齿蛇葡萄中
ＤＭＹ，用Ｎｏｖａｐａｋ－Ｃ１８柱于２５℃、２９０ｎｍ检测，叶中 ＤＭＹ含
量最高达 ３１．２５％，茎中最高达 ９．２％［１２］。范世明等以乙

腈－０．１％磷酸（８∶９２）为流动相，用 ＨＰＬＣ法测得闽产显齿

蛇葡萄叶中ＤＭＹ含量为３３．０３％，茎中为４．４９％［６］。结果的

差异可能是由材料来源、提取方法、采用的柱、流动相、柱温等

不同造成的，也说明该植物在不同地区因地理、气候、海拔等

因素不同，ＤＭＹ含量在不同季节有很大区别。本试验选择甲
醇作流动相，是因为甲醇经济实惠，并且毒性较乙腈小；重现

性试验的ＲＳＤ为０．３３％，表明结果可信度高。

３　结论

本研究比较了３种提取方法，结果表明超声波 －乙醇法
提取样品ＤＭＹ的时间最短、提取率最高，该法可以作为提取
黄酮、ＤＭＹ的通用方法。

ＲＰ－ＨＰＬＣ法具有快速省时、简便，方法灵敏、精密度高
等特点，适合于藤茶 ＤＭＹ含量的测定。本研究测得湘西藤
茶不同时期叶中 ＤＭＹ含量为 １１．２１％ ～２５．４３％，茎中为
３０％～６．２２％；在５月底采摘湘西藤茶，可使藤茶得到充分
利用，保健价值高。
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